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MEDIO DE CULTIVO DE CELULAS MADRE-PROGENITORAS 
AUT6LOGAS HUMANAS Y SUS APLICACIONES 

CAMPO DE LA INVENCI6N 

5 La invention se relaciona, en general, con la obtenci6n y manipulaci6n de c61ulas 

madre-progenitoras aut61ogas humanas bajo condiciones que permiten su empleo en 
terapia celular. En particular, la invention se refiere a un medio de cultivo aut61ogo para 
el cultivo de dichas c&ulas y a su empleo en el cultivo y expansion de dichas celulas asf 
como a composiciones que las contienen. 

10 

ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

Uno de los mayores retos para la investigation biom&lica radica en desarrollar 
estrategias terapeuticas que permitan reemplazar o reparar las celulas o tejidos danados o 
destruidos en las enfermedades m&s devastadoras o discapacitantes: enfermedades 

15 neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer), diabetes, enfermedades musculares y 
cardiacas, insuficiencia hepdtica, etc. 

Una de las estrategias terap6uticas m&s prometedoras es la Terapia Celular, 
fundamentada en el hecho comprobado de que es posible disponer de c61ulas, mas o 
menos indiferenciadas, capaces de dividirse generando c61ulas diferenciadas funcionales, 

20 y, en algunos casos, incluso de regenerarse. Entre 6stas se incluyen las celulas madre y 
las c&ulas progenitoras/precursoras, que, en su conjunto, serin denominadas c61ulas 
madre-progenitoras. Estas celulas pueden encontrarse en el embri6n e incluso en tejidos 
adultos. La terapia celular consiste, por tanto, en el trasplante o implante en el paciente 
de una cantidad de celulas madre-progenitoras suficiente para reparar y restaurar la 

25 funcionalidad de un organo danado. 

Una de las formas de terapia celular propuestas esti basada en el empleo de 
celulas-madre progenitoras procedentes del adulto, obtenidas de un animal (c61ulas 
xenogenicas), de un donante (celulas alog6nicas), u obtenidas del propio paciente 
(celulas autologas). El uso de c61ulas madre-progenitoras aut61ogas estaria libre de 

30 algunos de los inconvenientes de las otras formas de terapia celular, tales como escasez 
de donantes, necesidad de tratamiento inmxmosupresor para evitar el rechazo por el 
paciente, asi como de los condicionantes 6ticos asociados con el uso de c61ulas 
embrionarias. 



* • 

WO 2004/005494 PCT/ES2003/000285 

2 

Sin embargo, para que la terapia celular se convierta en una realidad es necesario 
desarrollar un mayor conocimiento sobre cudles son las c61ulas idoneas en cada caso y 
c6mo identificarlas, y tambien desarrollar procedimientos para una adecuada 
manipulacion de las c61ulas madre-progenitoras que las haga id6neas para su uso cllnico. 
5 La cardiomioplastia (CMP) celular aut61oga es un ejemplo concreto de terapia 

celular para el tratamiento de enfennedades cardiacas (enfermedad isquemica, 
insuficiencia cardiaca, etc.). Una description general actualizada puede encontrarse en 
Curr. Control. Trials Cardiovasc Med. 2001; 2:208-210 (DA. Taylor). Procedimientos 
y composiciones para el aislamiento, cultivo, expansion y empleo de diferentes c61ulas 
10 madre-progenitoras utiles en CMP celular pueden encontrarse en US5130141, 
WO/0107568, WO/0194555, WO79854301, US2001/0038837 y US5543318. 

COMPENDIO DE LA INVENCION 

La invencion se enfrenta, en general, con el problema de proporcionar celulas 
15 madre-progenitoras aut61ogas humanas, adecuadas para su empleo en terapia celular, y, 
en particular, con el problema de proporcionar un procedimiento para una adecuada 
manipulacion de las celulas madre-progenitoras que las haga id6neas para su uso cllnico, 
incluyendo procedimientos especificos para su obtenci6n, cultivo, purificaci6n y 
expansi6n. 

20 La soluci6n proporcionada por esta invencion se basa en el hecho de que los 

inventores han observado que el empleo de un medio de cultivo aut61ogo, que 
comprende suero aut61ogo humano y nutrientes, junto con un anticoagulante y un agente 
para revertir la anticoagulaci6n, pennite el cultivo in vitro, la purificaci6n y expansidn de 
ctiulas madre-progenitoras autologas humanas, las cuales pueden ser utilizadas en la 

25 elaboration de composiciones fannaceuticas para el tratamiento de diversas patologias 
mediante terapia celular. 

La invencion se ilustra mediante la obtenci6n de un medio de cultivo aut61ogo, 
que comprende nutrientes, suero aut61ogo humano, heparina y protamina, y su empleo en 
el cultivo in vitro, purificaci6n y expansi6n de celulas madre-progenitoras musculares 

30 aut61ogas humanas Utiles para la elaboraci6n de composiciones fannaceuticas adecuadas 
para el tratamiento de cardiomiopatias tanto isqu6micas como idiop&ticas mediante CMP 
celular aut61oga. 

Un aspecto de esta invenci6n se relaciona con un medio de cultivo de c&ulas 
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madre-progenitoras aut61ogas humanas que comprende suero humano aut61ogo y 
nutrientes, junto con un anticoagulante y un agente para revertir la anticoagulation. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con un m&odo para la preparaci6n de 
dicho medio de cultivo de celulas madre-progenitoras aut61ogas humanas. En una 
5 realizaci6n particular, el suero humano aut61ogo presente en dicho medio de cultivo ha 
sido obtenido por plasmaferesis. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con el empleo de dicho medio de 
cultivo para el cultivo in vitro, purificaci6n y expansi6n de c61ulas madre-progenitoras 
autologas humanas. 

10 En otro aspecto, la invention se relaciona con un metodo para la obtenci6n de 

una composici6n de celulas madre-progenitoras aut61ogas humanas, que comprende 
incubar dichas celulas madre-progenitoras autologas humanas en dicho medio de cultivo 
y purificar las celulas madre-progenitoras aut61ogas humanas obtenidas. 

En otro aspecto, la invention se relaciona con un m6todo para la obtenci6n de 
15 una composici6n de celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas, utiles 
para su empleo en terapia celular, que comprende incubar dichas c61ulas madre- 
progenitoras musculares aut61ogas humanas en dicho medio de cultivo y purificar las 
celulas madre-progenitoras musculares autologas humanas obtenidas. 

En otro aspecto, la invention se relaciona con una composici6n enriquecida en 
20 celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con una composition farmac6utica que 
comprende c&ulas madre-progeuitoras musculares aut61ogas humanas, junto con uno o 
m£s excipientes fannac6uticamente aceptables. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con un m6todo terapeutico de CMP 
25 celular aut61oga para crear, regenerar y reparar tejido mioc£rdico disfuncional mediante 
el implante de una composici6n faxmac6utica que comprende c61ulas madre-progenitoras 
musculares aut61ogas, regeneradoras de tejido cardiaco, expandidas y mantenidas ex vivo 
en un medio de cultivo aut61ogo. 

30 DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

La Figura 1 es un diagrama de barms que representa la valoraci6n de la funci6n 
ventricular izquierda por an&lisis de la fracci6n de eyecci6n ventricular izquierda 
(LVEF), calculada mediante ecocardiograma bidimensional (2D) y de detecci6n 
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automitica de bordes (ABD), antes del procedimiento quinirgico (Basal), a los 40 dias 
de seguimiento despu6s del trasplante celular (40 dias) y a los 3 meses del seguimiento 
(3 meses). 

La Figura 2 muestra la valoraci6n de la perfusi6n mediante PET con 13 N-amonio 
5 y del metabolismo de glucosa mediante PET l8 F-FDG, antes del procedimiento 
quirurgico (Basal) y a los 3 meses del trasplante celular (FU 3 meses) Figura 2A: 
Im&genes correspondientes al paciente N°5 como ejemplo representativo de un paciente 
que recibio trasplante celular. Figura 2B: Imigenes correspondientes al coraz6n del 
paciente N° 9 que no recibio trasplante celular (por contaminaci6n del cultivo de c61ulas 
10 miog&iicas esqueleticas). Las flechas indican tejido infartado, antes y despu6s de la 
cirugia. 

DESCRDPCION DETALLADA DE LA INVENCI6N 

1. Medio de cultivo autologo 
15 En un primer aspecto, la presente invenci6n se relaciona con un medio de cultivo 

autdlogo de celulas madre-progenitoras aut61ogas humanas, en adelante 'taedio de 
cultivo autologo de la invenci6n" que comprende: 

a) entre 0,1% y 90% en peso de suero humano autologo; 

b) entre 0,1 y 10.000 Ul/ml de heparina; 
20 c) entre 0,1 y 10.000 Ul/ml de protamina; y 

d) un medio de cultivo con nutrientes basicos con o sin glutamina, en cantidad 

suficiente hasta el 100% en peso. 
El medio de cultivo aut61ogo de la invention es un medio de cultivo completo 
elaborado a partir de suero humano aut61ogo obtenidb del propio paciente objeto del 
25 posterior implante de las celulas madre-progenitoras autologas humanas. El suero 
humano aut61ogo, si se desea, pnede ser sometido a un tratamiento convencional, por 
ejemplo, tratamiento termico, con el fin de inactivar el complemento. 

El suero autologo humano puede ser obtenido del propio paciente objeto del 
posterior implante de las celulas madre-progenitoras auttflogas humanas mediante 
30 cualquier metodo convencional, por ejemplo, a partir de muestras sanguineas del 
paciente o bien, preferentemente, mediante la realizaci6n de una plasmaf6resis a dicho 
paciente. En una realizaci6n particular de esta invenci6n, la plasmaffresis se realiza 
utilizando heparina como anticoagulante y sulfato de protamina para revertir la 
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anticoagulation. Como es conocido, las plasmaferesis se realizan utilizando, 
habitualmente, ACD (soluci6n Anticoagulante-Citrato-Dextrosa) [por ejemplo, para 1 
litro de agua se anade acido citrico monohidrato (8 g), citrato (22 g) y glucosa 
monohidrato (24,5 g)] como anticoagulante. Este anticoagulante aporta quelante del 
5 calcio por lo que para revertir el efecto del ACD y obtener suero a partir .de la 
plasmaferesis es necesario anadir calcio lo cual interfiere posteriormente en el cultivo 
celular. La realizaci6n de una plasmaferesis permite obtener un suministro de suero 
significativamente elevado, superior al obtenido a partir de muestras sanguineas del 
paciente, puesto que en la plasmaferesis no hay p6rdida de sangre del paciente, lo que 

10 supone un beneficio importante para el paciente. Adem&s, la utilization del suero 
obtenido mediante plasmaferesis con heparina y protamina posibilita su utilization en el 
medio de cultivo sin problemas posteriores en el cultivo celular. 

El medio de cultivo aut61ogo de la invention contiene los nutrientes b&sicos y, 
opcionalmente, glutamina. Existen medios comercialmente disponibles que aportan los 

15 nutrientes necesarios para el cultivo celular. En principio, cualquier medio que 
proporcione los nutrientes adecuados para el cultivo celular puede ser utilizado en la 
presente invention. En una realizaci6n particular, los nutrientes son aportados por el 
medio HAM F12 [GIBCO BRL]. 

En una realizaci6n particular, el medio de cultivo autdlogo de la invention 

20 contiene, adem&s, un antibiotico. Practicamente cualquier antibiotico podria ser utilizado 
en la presente invenci6n. En una realizacidn particular, el medio de cultivo aut61ogo de 
la invention comprende un antibi6tico seleccionado entre penicilina, estreptomicina, 
gentamicina y sus mezclas. Asimismo, el medio de cultivo aut61ogo de la invenci6n 
tambien puede contener, si se desea, un agente antifungico, por ejemplo, anfotericina B, 

25 y/o un factor de crecimiento, por ejemplo, un factor de crecimiento de fibroblastos tal 
como el factor de crecimiento fibrobl&stico bisico humano (bFGF) nativo o 
recombinante. 

En una realization particular, el medio de cultivo aut61ogo de la invention 
comprende: 

30 89% en peso de medio HAM-F12; 

10% de suero humano aut61ogo del paciente; 
heparina 0,1-10.000 Ul/mL; 
protamina 0,1 a 10.000 UI/mL; y 
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1% de penicilina/estreptomicina y, opcionalmente, 

0,25 mg/ml de anfotericina B y/o 

0, 1 a 250 pg/ml de bFGF recombinante. 

5 2. Metodo para la preparation del medio de cultivo autologo de la invencion 

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un m6todo para la preparation del 
medio de cultivo de celulas madre-progenitoras autologas humanas proporcionado por 
esta invenci6n, que comprende mezclar y homogeneizar los distintos componentes del 
mis mo. 

10 Ventajosamente, dicho suero humano aut61ogo se obtiene por plasmaferesis, tal 

como se ha mencionado previamente, utilizando heparina como anticoagulante para 
obtener plasma y protamina para revertir la anticoagulaci6n y obtener el suero. De esta 
manera, el suero humano autologo obtenido ya contiene la heparina y protamina 

15 3. Empleo del medio de cultivo autologo de la invencion 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con el empleo del medio de cultivo 
autologo de la invencion para el cultivo in vitro, purification y expansion de celulas 
madre-progenitoras aut61ogas humanas. 

El empleo de suero autologo humano en un medio de cultivo para la expansi6n 

20 de celulas madre-progenitoras autologas humanas presenta numerosas ventajas, por 
ejemplo, la expansion celular puede realizarse en cualquier parte del mundo, sin el 
riesgo de contamination con priones, virus o zoonosis inherente a las tecnicas 
traditionales de cultivo celular que utilizan suero bovino fetal para el crecimiento 
celular. El empleo de suero aut61ogo humano en cultivos de c61ulas humanas en lugar de 

25 suero bovino presenta numerosas ventajas ya que (i) evita la reacci6n antigeno- 
anticuerpo, (ii) evita las reacciones inflamatorias causadas por proteinas heterologas; y 
(iii) evita la destrucci6n celular como consecuencia de los repetidos lavados que 
necesitan las celulas cultivadas en suero bovino antes de su administraci6n a los seres 
humanos. De hecho, la experiencia clinica actual, con CMP celular aut61oga ha 

30 demostrado la presencia de arritmias ventriculares malignas en pacientes 2 semanas 
despu6s de la terapia con celulas cultivadas en suero bovino complicaci6n que, en el 
40% de los casos, ha requerido el implante de desfibriladores. 
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4. Metodo para la preparaci6n de una composition de cflulas madre- 
progenitoras aut61ogas humanas 
En otro aspecto, la invention se relaciona con un metodo para la preparation de 
una composici6n de c61ulas madre-progenitoras aut61ogas humanas, que comprende 
5 incubar dichas c61ulas madre-progenitoras autologas humanas en el medio de cultivo 
autologo de la invenci6n y purificar las c61ulas madre-progenitoras aut61ogas humanas 
obtenidas. 

Pricticamente cualquier celula madre-progenitora aut61oga humana puede ser 
cultivada y expandida en el medio de cultivo aut61ogo de la invenci6n, adaptando en 
10 cada caso las condiciones del medio y del cultivo al tipo celular concrete No obstante, 
en una realizaci6n particular, que se describiri con detalle en el siguiente apartado, 
dichas celulas madre-progenitoras autologas humanas son c61ulas madre-progenitoras 
musculares autologas humanas. 



15 realizaci6n de una biopsia en el propio paciente objeto del posterior implante de tales 
celulas madre-progenitoras autologas humanas. 

La incubacidn de las celulas madre-progenitoras autologas humanas en el medio 
de cultivo autologo de la inventi6n se realiza mediante condiciones que permiten el 
crecimiento y division celular. 

20 La purificaci6n de las c61ulas madre-progenitoras aut61ogas humanas obtenidas 

puede realizarse por cualquier metodo convencional. En una realizacidn particular, la 
purification de dichas c61ulas madre-progenitoras aut61ogas humanas consiste en una 
inmunopurificaci6n y se realiza mediante el empleo de anticuerpos especificos y 
selectivos para dichas c61ulas madre-progenitoras aut61ogas humanas, que permiten la 

25 identificaci6n de antigenos extracelulares caracteristicos de dichas c61ulas madre- 
progenitoras aut61ogas humanas. Ventajosamente, dichos anticuerpos especificos y 
selectivos para dichas celulas madre-progenitoras aut61ogas humanas estin unidos a 
microesferas magn&icas para purificar y enriquecer las celulas madre-progenitoras 
aut61ogas humanas mediante un clasificador celular magn6tico. 

30 Las celulas madre-progenitoras autologas humanas, obtenidas segiin el 

procedimiento previamente descrito, pueden presentarse en forma de composiciones 
farmac6uticas, y pueden ser utilizadas en terapia g6nica. 



Las celulas madre-progenitoras autologas humanas pueden obtenerse mediante la 
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5. M6todo para la obtenci6n de c61ulas madre-pro genitoras musculares 
autdlogas humanas 

Como se ha mencionado previamente, en una realizaci6n particular y preferida de 
esta invention, las celulas madre-progenitoras aut61ogas humanas son cSlulas madre- 
5 progenitoras musculares (o celulas miog&iicas) aut61ogas humanas. 

Por tanto, en otro aspecto, la invention se relaciona con un m£todo para la 
obtenci6n de c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas, adecuadas para 
su empleo en terapia celular, que comprende incubar dichas celulas madre-progenitoras 
musculares aut61ogas humanas en dicho medio de cultivo y purificar las celulas madre- 

10 progenitoras musculares autologas humanas obtenidas. 

Las c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas pueden obtenerse 
mediante la realization de una biopsia en el propio paciente objeto del posterior 
implante de tales c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas, en 
particular, una biopsia de musculo esqueletico. 

15 Estudios previos pusieron de manifiesto que la administraci6n al paciente, 

anterior a la realization de la biopsia, en la zona de la biopsia, de una composition 
farmac6utica que comprende un agente farmacol6gico que estimula la proliferation de 
las celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas permite incrementar el 
numero de dichas celulas al initio del cultivo. En una realization particular, este 

20 preacondicionamiento se realiza mediante la administraci6n al paciente, antes de realizar 
la biopsia de musculo esqueletico, generalmente en un periodo de tiempo comprendido 
entre 2 dias y 15 minutos antes de realizar dicha biopsia, por via intramuscular, en la 
zona donde se va a realizar tal biopsia, de una composition farmac6utica que comprende 
dicho agente farmacol6gico que estimula la proliferacidn celular. En una realizaci6n 

25 particular, dicho agente farmacologico es un anestesico local, tal como lidocaina o 
bupivacaina, que estimula la proliferaci6n de los mioblastos, lo que se traduce 
posteriormente en un mayor rendimiento del cultivo celular. 

Mediante la biopsia de musculo esqueletico se recoge una muestra de tejido 
muscular que se somete a un tratamiento conventional para digerir las fibras musculares 

30 tal como se describe posteriormente con m&s detalle. La suspensidn celular resultante se 
cultiva en el medio de cultivo aut61ogo de la invenci6n. En general, la muestra extrafda 
mediante la biopsia muscular contiene distintos tipos de tejidos, tales como adipocitos, 
fibroblastos, progenitores mesenquimales, celulas hematopoy&icas, fibras musculares, 
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tejido vascular (endotelio, musculo liso) y, obviamente, mioblastos y c61ulas sattiite. 
Tipicamente, el contenido inicial en c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas 
humanas presentes en la muestra de tejido esquel6tico extralda mediante la biopsia, 
definidas como CD56+/CD45- es inferior al 10%. Asimismo, existe tambien un pequeno 

5 porcentaje de celulas madre (ctiulas satelite) de muy dificil identificaci6n que son las 
que se reproducen y diferencian hacia celulas musculares que expresan el antigeno 
CD56 y que serian progenitores musculares. Como es conocido, el proceso de 
diferenciaci6n de este tipo celular comprende el paso de celula sat&ite a mioblasto, 
luego a miocito inmaduro, a continuation a miocito maduro y, finalmente a miofibra. 

10 Los progenitores musculares serian los mioblastos y los miocitos (maduros e 
inmaduros), que pueden ser identificados por la presencia del antigeno CD56, la 
expresi6n intracitoplasmitica de desmina y la ausencia del antigeno CD45 (es decir, 
presentan un fenotipo CD56+/desmina+/CD54-). Durante el cultivo celular se produce 
una proliferacion de c61ulas sat61ite y mioblastos que se diferencian hasta, como mucho, 

15 miocitos. Por tanto, tras la incubation y expansion celular, en el medio de cultivo se 
acumulan mioblastos y miocitos (maduros e inmaduros) que son utilizados en la 
elaboraci6n de una composition farmaceutica para inyectar c61ulas madre-progenitoras 
musculares autologas humanas en el paciente y que, una vez inyectados, terminan su 
proceso de diferenciacion en el propio paciente transformandose en fibras musculares o 

20 miofibras y desarrollando su funci6n. 

La incubaci6n de las c61ulas madre-progenitoras musculares autologas humanas 
en el medio de cultivo autologo de la invention se realiza mediante condiciones que 
permiten la expansi6n (crecimiento y division) celular. 

La purification de las celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas 

25 obtenidas puede realizarse por cualquier m6todo conventional. En una realization 
particular, la purification de dichas celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas 
humanas comprende el empleo de anticuerpos especificos y selectivos para dichas 
c&ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas, que permiten la 
identificaci6n de antigenos extracelulares caracteristicos de dichas c61ulas madre- 

30 progenitoras musculares aut61ogas humanas, por ejemplo, anticuerpos anti-CD56 
humano (CD56 es un antigeno extracelular caracteristico de celulas de musculo 
esquel&ico) en ausencia del antigeno especifico de c61ulas hematopoy^ticas CD45 (es 
decir, se seleccionan las c61ulas que manifiestan un fenotipo CD56+/CD45-). 
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Ventajosamente, dichos anticuerpos estan unidos a microesferas magn6ticas para 
purificar y enriquecer las c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas 
mediante un clasificador celular magnetico. En otra realizaci6n particular, el cultivo 
celular se somete a un paso previo de pre-siembra (pre-plating) con el fin de sedimentar 

5 los fibroblastos antes de proceder a identificar y separar las c61ulas madre-progenitoras 
musculares aut61ogas humanas. En este caso, la purificaci6n de las c61ulas madre- 
progenitoras musculares aut61ogas humanas comprende someter al cultivo celular a un 
paso de pre-siembra con el fin de sedimentar la totalidad o parte de los fibroblastos 
presentes en dicho cultivo celular y, posteriormente, identificar y separar las celulas 

10 madre-progenitoras musculares autologas humanas mediante el empleo de anticueipos 
anti-CD56 humano, opcionalmente, unidos a microesferas magneticas, y la selection de 
las c61ulas que manifiestan un fenotipo CD56+/CD45-, 

La composition que comprende celulas madre-progenitoras musculares 
autdlogas humanas obtenible segun el m&odo descrito previamente constituye un 

1 5 aspecto adicional de esta invencion. 

Alternativamente, la invencion proporciona un procedimiento para la obtenci6n 
de celulas madre-progenitoras musculares autologas humanas, a partir de una biopsia de 
tejido de musculo esqueletico, para la preparaci6n de una composici6n farmac6utica, que 
comprende: 



20 



a) 



la realizaci6n de una biopsia en un paciente objeto del posterior 
implante de c61ulas madre-progenitoras musculares autologas humanas 
para extraer un fragmento de tejido de musculo esquel6tico que 
comprende celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas; 



25 



30 



el cultivo de dichas celulas madre-progenitoras musculares autologas 
humanas procedentes del musculo esqueletico en el medio de cultivo 
autologo de la invencion, bajo condiciones que permiten la expansi6n 
de dichas c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas 
cultivadas; 



c) 



la purificaci6n de dichas c61ulas madre-progenitoras musculares 
aut61ogas humanas cultivadas; y 



# 
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d) la recoleccion de dichas c61ulas madre-progenitoras musculares 
aut61ogas humanas purificadas; y, opcionalmente, 

5 e) la congelaci6n de dichas c61ulas madre-progenitoras musculares 

autologas humanas purificadas hasta la preparaci6n de dicha 
composici6n farmac6utica. 



Como se ha mencionado previamente, la administracidn local al paciente, en un 

10 periodo de tiempo comprendido entre 2 dias y 15 minutos antes de realizar la biopsia 
muscular, en la zona de la biopsia, de lidocaina o bupivacaina estimula la proliferation 
de las celulas madre-progenitoras musculares autologas humanas y permite aumentar el 
numero de dichas celulas al inicio del cultivo. 

El cultivo de las celulas madre-progenitoras musculares autologas humanas 

15 procedentes del musculo esqueletico en el medio de cultivo aut61ogo de la invenci6n, 
bajo condiciones que permiten la expansion de dichas celulas madre-progenitoras 
musculares aut61ogas humanas cultivadas, incluye la realizaci6n de una serie de 
tratamientos previos convencionales, por ejemplo, lavado, elimination del tejido 
adiposo, desmenuzamiento del musculo, disociaci6n enzim&tica, filtration y recogida de 

20 las celulas mediante, por ejemplo, mediante sedimentaci6n. En general, tras la digesti6n 
enzimdtica de las fibras musculares se obtiene una suspensi6n celular que contiene gran 
cantidad de detritus celulares. Tras los pases de cultivo se eliminan los restos de cSlulas 
y fibras y se enriquece en celulas madre-progenitoras musculares. 

La purificaci6n de las c&ulas madre-progenitoras musculares auttilogas humanas 

25 cultivadas persigue, entre otros, el objetivo de obtener composiciones enriquecidas en 
c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas sustancialmente exentas de 
fibroblastos. Para ello, el cultivo celular puede ser sometido a un primer paso de pre- 
siembra (pre-plating), mediante la que sedimentan los fibroblastos de forma mis r&pida 
que los mioblastos o c61ulas sat&ites, y a un proceso posterior de identificaci6n y 

30 separacidn de dichas celulas madre-progenitoras musculares autdlogas mediante 
cualquier m6todo conventional, por ejemplo, mediante el empleo de anticuerpos 
especificos y selectivos para dichas cdlulas que permiten la identificaci6n de antigenos 
extracelulares caracteristicos de dichas c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas 
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humanas, tal como anticuerpos anti-CD56 humano en ausencia de expresion de CD45. 
Ventajosamente, dichos anticuerpos estan unidos a unas microesferas magn&icas. 

Finalmente, las c&ulas madre-progenitoras musculares autologas humanas 
purificadas se recolectan y, si se desea, en caso de que no vayan a ser utilizadas 

5 inmediatamente, se congelan hasta la preparaci6n de dicha composicion farmaceutica. 

En otro aspecto, la invencion se relaciona con una composici6n enriquecida en 
celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas que comprende una cantidad 
significativamente elevada de dichas c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas 
humanas y un medio de cultivo autologo de la invencion. Como es conocido, la 

10 concentraci6n de celulas madre-progenitoras musculares autologas humanas en la 
composici6n es muy importante ya que si la concentraci6n de dichas c61ulas es inferior a 
un detenninado valor, la eficacia de dicha composicion disminuye ostensiblemente. 
Aunque se han descrito en modelos animales composiciones con concentraciones 
elevadas de celulas madre-progenitoras, las concentraciones obtenidas con celulas 

15 madre-progenitoras musculares autologas humanas son, en general, del 50% 
aproximadamente. Sin embargo, una de las caracteristicas de la presente invencion 
radica en la posibilidad de obtener composiciones de c61ulas madre-progenitoras 
autologas humanas con una concentraci6n en dichas c61ulas igual o superior al 70%, 
preferentemente, igual o superior al 80%, mas preferentemente, igual o superior al 90%, 

20 debido a la posibilidad de enriquecer la composicion mediante la purification de las 
celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas, por ejemplo, mediante la 
inmunopurificaci6n de celulas CD56+/CD45-. El metodo de obtenci6n de dicha 
composici6n que comprende c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas, 
que comprende un tratamiento previo de purificaci6n, permite garantizar que la 

25 concentraci6n de celulas madre-progenitoras musculares en la composici6n es siempre 
igual o superior al 70%. 

De esta manera, la invenci6n satisface, adem&s, una necesidad demandada por los 
procedimientos de CMP celular autologa consistente en obtener niveles muy altos de 
cSlulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas (mioblastos y miocitos) 

30 evitando la presencia de otros tipos celulares indeseables, por ejemplo, fibroblastos. 
Dicha composici6n enriquecida de c&ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas 
humanas puede ser obtenida, tal como se ha mencionado previamente, mediante un 
primer paso de pre-siembra y un proceso posterior de identificaci6n y separaci6n de 





WO 2004/005494 



PCT/ES2003/000285 



13 



dichas c61ulas, que presentan un fenotipo CD56+/CD45-, mediante anticueipos que 
especificamente reconocen dichas celulas madre-progenitoras musculares autologas 
humanas, opcionalmente unidos a microesferas magn6ticas. 

En otro aspecto, la invention se relaciona con una composition farmaceutica que 

5 comprende c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas, junto con, al 
menos, un excipiente farmac6uticamente aceptable. En una realization particular, dicha 
composici6n farmac6utica es adecuada para su administraci6n por via parenteral. En 
principio, cualquier excipiente farmaceuticamente aceptable capaz de vehiculizar las 
c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas puede ser utilizado en la 

10 presente invenci6n. En una realization particular, dicha composition farmaceutica 
comprende albtimina que se utiliza como excipiente para resuspender las c61ulas madre- 
progenitoras musculares aut61ogas humanas. 

Tal como se utiliza en la presente invenci6n el t6rmino "composicidn 
farmacdutica" se refiere a una composition de c61ulas madre-progenitoras musculares 

15 aut61ogas preparada para su uso terapdutico en un implante celular, que comprende, al 
menos, 20 millones de celulas, con una densidad celular de, al menos, 50 millones de 
celulas/ml y, al menos, 40% de celulas madre-progenitoras aut61ogas CD56+/CD45-, 
medio de cultivo aut61ogo de la invenci6n, y, al menos, un excipiente farmaceuticamente 
aceptable. En una realizaci6n particular, dicha composici6n farmaceutica comprende 

20 entre 20 y 200 millones de c61ulas, con una densidad celular comprendida entre 50 y 70 
millones de celulas/ml y, al menos 70% de celulas madre-progenitoras aut61ogas 
CD56+/CD45-, medio de cultivo aut61ogo de la invention, y, albumina humana en una 
cantidad comprendida entre 0,1% y 20% en peso respecto al total. 



25 el procedimiento previamente descrito, asi como las composiciones fannaceuticas que 
las contienen, pueden utilizarse en la elaboration de una composici6n farmaceutica: 



Las c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas, obtenidas segto 



30 



para la reparation y/o reconstitucion de tejido muscular cardiaco, y/o 
para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca post-isqu6mica, y/o 
para el tratamiento de la miocardiopatia dilatada y/o 
para el tratamiento de cardiomiopatia no isqu6mica. 



# 



# 
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6. Procedimiento terap&itico 

En otro aspecto, la invention se relaciona con un procedimiento terap6utico de 
CMP celular aut61oga para crear, regenerar y reparar tejido miocirdico disfuncional 
mediante el implante de una composition faimac6utica que comprende c61ulas madre- 
progenitoras musculares aut61ogas humanas, debido a su capacidad de regenerar tejido 
cardiaco, expandidas y mantenidas ex vivo en un medio de cultivo aut61ogo; 
comprendiendo dicho procedimiento recoger una muestra de material procedente del 
cuerpo del paciente objeto del implante posterior que comprende celulas madre- 
progenitoras musculares aut61ogas humanas, expandir dichas c61ulas mediante cultivo en 
un medio de cultivo aut61ogo proporcionado por esta invenci6n e implantar las celulas 
madre-progenitoras autologas humanas recolectadas en el paciente al que previamente se 
le habia extraido dicho material conteniendo las celulas madre-progenitoras musculares 
aut61ogas. 

De forma mas concreta, la invention proporciona un procedimiento terap6utico 
de CMP celular aut61oga para crear, regenerar y reparar tejido mioc£rdico disfuncional 
mediante el implante de una composition farmacSutica que comprende celulas madre- 
progenitoras musculares aut61ogas humanas, regeneradoras de tejido cardiaco, 
expandidas y mantenidas ex vivo en un medio de cultivo aut61ogo; y donde dicho 
procedimiento comprende los siguientes pasos: 

a) la toma al paciente de una biopsia de musculo esquel6tico tomada de un 
musculo, preferentemente, preacondicionado mediante una inyecci6n 
intramuscular de un anestesico local, tal como lidocaina o bupivacaina; 

b) la preparaci6n de un medio de cultivo de las celulas madre-progenitoras 
aut61ogas humanas a partir de suero aut61ogo del paciente; 

c) la preparaci6n de una composici6n enriquecida de cSlulas madre-progenitoras 
musculares aut61ogas a partir de la biopsia de a) y del medio de cultivo de b); 



d) la preparaci6n de una composicidn fannac&itica a partir de la composici6n de 
c);y 
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e) el implante de la composici6n farmaceutica de celulas madre-progenitoras 
autdlogas de d) ea lesiones miocardicas. 

Las celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas comprenden 
5 mioblastos y miocitos (maduros e inmaduros) y tienen la capacidad de regenerar tejido 
cardlaco cuando se implantan en el musculo cardlaco. 

Tal como se utiliza en la presente description el t6rmino "lesiones mioc&rdicas" 
hace referencia tanto a cardiomiopatias isquemicas como idiopaticas. En una aplicacidn 
particular, el procedimiento de CMP celular auttiloga segiin la presente invenci6n se 

10 aplica a pacientes con una cardiomiopatla isqu&nica debida a un infarto de miocardio 
sin posibilidad de revascularizaci6n quirurgica o percut£nea, asi como a pacientes 
subsidiarios de revascularization cardiaca. El objetivo de esta CMP celular autologa 
seria limitar la expansi6n del infarto, el remodelado cardlaco y la regeneraci6n del 
miocardio. La definition de cardiomiopatia isqu^mica incluye a los pacientes con infarto 

15 del ventriculo derecho o del ventriculo izquierdo, en este Ultimo caso con posibilidad de 
regurgitation isqu&nica de la valvula mitral. En otra aplicaci6n particular, el 
procedimiento de CMP celular aut61oga segun la presente invention se aplica a 
pacientes con una cardiomiopatla idiopatica dilatada. 

Entre los beneficios de la CMP celular se pueden citar la disminucion de fibrosis, 

20 la reduction del £rea de la cicatriz del infarto y la mejora de la elasticidad y propiedades 
de la pared ventricular (esenciales para restablecer la funci6n diastolica). 

En una realization particular, el implante de la composici6n farmaceutica de 
c61ulas madre-progenitoras aut61ogas de d) en lesiones mioc&dicas se realiza mediante 
inyecci6n directa. El t6rmino "implante mediante inyeccion directa" tal como se utiliza 

25 en la presente invention hace referencia a una administraci6n epic&rdica o endovascular 
de la composici6n farmaceutica proporcionada por esta invenci6n en pacientes con 
cardiomiopatias isquemicas o idiopaticas. En una realizaci6n particular, se realiza una 
administraci6n epicdrdica o endovascular de la composici6n farmaceutica de la 
invenci6n en pacientes con cardiomiopatla isqu&nica distribuida de la siguiente forma: 

30 un 70% aproximadamente en el drea perif6rica al infarto y un 30% aproximadamente en 
la parte central de la cicatriz. La administraci6n epicirdica puede realizarse bien por 
exposici6n quirurgica convencional o bien por toracoscopia. En la aproximaci6n 
quirurgica (toraco/esternotomia clisica o mini) el £rea isquemica queda bien expuesta 
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pennitiendo realizar las inyecciones de la composici6n terap6utica en la zona infartada 
y, mayoritariamente, en la zona que la circunda. La inyecci6n de la composici6n 
farmac&itica conteniendo c61ulas madre-progenitoras musculares autologas humanas 
proporcionada por esta invenci6n tambi&i puede realizarse en la zona perilesional. Con 
esta distribuci6n del implante propugnada en la presente invention se consigue una 
mayor supervivencia de las c61ulas implantadas en la regi6n periferica por la irrigation 
residual y la revascularization miocfrdica colateral existente y se evita en parte la 
elevada mortalidad celular que se observa en los implantes que se realizan en la cicatriz 
isqu6mica altamente fibr6tica. 

En otra realizaci6n particular, el implante de la composition farmac6utica de 
celulas madre-progenitoras aut61ogas de d) en lesiones mioc£rdicas se realiza mediante 
administraci6n sist6mica o intracoronaria a traves de un acceso venoso percut£neo. 

En otra realizacidn particular, el procedimiento de CMP celular aut61oga segun la 
presente invenci6n se aplica a pacientes con una cardiomiopatia idiopdtica dilatada 
realizandose multiples implantes de la composition farmac6utica proporcionada por la 
invention entre las arterias coronarias en el miocardio de los dos ventriculos. 

En la actualidad se dispone de nuevos sistemas quirurgicos computerizados para 
su uso en cirugia cardiaca. La realization de puentes o bypass coronarios asistidos 
rob6ticamente mediante acceso tor&cico se est£ incrementando ya que permite una 
recuperation del paciente r&pida y segura con un reducido riesgo de infecciones y un 
excelente resultado cosmetico. En una realizaci6n particular, el implante se realiza 
mediante inyeccidn directa transepicardica utilizando el mencionado sistema robotizado 
computerizado. En una realizaci6n concreta la aguja se inserta en el miocardio mediante 
un brazo de robot controlado mediante video, la jeringa se localiza fuera del t6rax y se 
conecta con la aguja mediante un tubo extensor de pequefio di£metro. La ventaja de esta 
aproximacion en pacientes con insuficiencia cardiaca es que el procedimiento 
terap6utico de CMP celular aut61oga puede realizarse de forma segura sin 
manipulaciones del corazdn, evitando el riesgo de alteration hemodin£mica y fibrilaci6n 
ventricular. 

El efecto beneficioso de la CMP celular podria estar limitado por la tasa de 
mortalidad de las celulas inyectadas. Para resolver este problema, la invenci6n propone 
realizar inyecciones peri6dicas mediante procedimientos de implante percutdneo o 
quirtirgicos de las celulas madre-progenitoras aut61ogas de la presente invenci6n. Esta 
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aproximaci6n permitiria lograr el objetivo de la CMP, reduciendo progresivamente las 
areas infartadas o mejorando el miocardio patol6gico. Con este fin la invenci6n incluye 
la creacidn de un banco personalizado de cada paciente de c61ulas madre-progenitoras 
autologas, originado a partir de c61ulas aisladas y congeladas durante el procedimiento 
5 de cultivo celular de cada individuo. A partir de las c61ulas madre-progenitoras 
autologas almacenadas pueden expandirse nuevos cultivos celulares para la preparaci6n 
de nuevas composiciones evitando nuevas biopsias o eliminaci6n de tejidos. 

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la invenci6n y no deben ser 
considerados en sentido limitativo de lamisma. 

10 

EJEMPLO 1 

En este ejemplo se describe la obtenci6n y manipulaci6n de c&ulas madre- 
progenitoras musculares autologas humanas para su empleo en un procedimiento de 
CMP celular autologa con el fin de revertir el tejido miocardico disfuncional dafiado en 
1 5 una estructura histol6gica viva capaz de generar presion sistdlica y diast61ica. 

1.1 Biopsia de musculo esqueletico 

Un dia antes de proceder a realizar la biopsia quirurgica se inyect6 al paciente, 
por via intramuscular, una soluci6n al 2% de lidocaina, en y alrededor del miisculo del 

20 vasto lateral. La biopsia se realiza mediante una incisi6n de 5 cm en el vasto lateral, y, 
en condiciones est&iles, se extrae un fragmento de 2 a 3 cm 3 de musculo esquel6tico 
(unos 15 g). Inmediatamente despues se fragmenta el tejido muscular extraldo con unas 
tijeras, se introduce en medio de cultivo completo o en una soluci6n de tampon fosfato 
(PBS) y se mantiene a 4°C. El procedimiento para el aislamiento y purification celular y 

25 su cultivo se debe comenzar lo antes posibles para garantizar la supervivencia celular. 
Las muestras se transportan al laboratorio de Biologia Celular en un contenedor 
apropiado y a baja temperatura. 

1 .2 Preparaci6n del medio de cultivo aut61ogo 
30 A partir de muestras de sangre 

En un Centro de Transfusi6n de Sangre, se recoge sangre venosa del paciente. 
Mediante venipuntura se rellenan 50 tubos de 10 ml para recogida de suero. Despu6s de 
la sedimentaci6n celular y precipitaci6n de la fibrina, bajo cabina de flujo laminar se 
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extrae el suero de cada tubo y se recoge en una bolsa de sangre vacia. Se toman muestras 
de suero para ensayos hematol6gicos y microbiol6gicos (bacterias y virus). La bolsa con 
el suero se congela a -80°C a la espera de recibir los resultados de los ensayos 
hematol6gicos y microbiol6gicos. 



56°C durante 1 hora y se filtra. Parte del suero se combina con el medio de cultivo y se 
mantiene a 4°C, se calienta hasta 37°C y se filtra antes de afiadir al fiasco con el cultivo 
celular. El medio de cultivo final contiene un 10% de suero humano autologo del 
paciente, 89% de medio HAM-F12 (GIBCO BRL, Cat. No. 21765), 1% de 

10 penicilina/estreptomicina, heparina (2 Ul/ml de suero obtenido), protamina (en forma de 
sulfato) (3 UI por ml de suero obtenido) y, opcionalmente, anfotericina B (0,25 mg/ml) 
y/o de 0,1 a 250 pg/ml de bFGF recombinante. 

El suero humano restante se congela a -40°C a la espera de una nueva 
preparacion de medio de cultivo. En cada preparation de medio se inactiva nuevamente 

15 el complemento a 56°C durante 1 hora con filtrado posterior. 

A partir de plasmaferesis 

Inmediatamente antes de iniciar el procedimiento de plasmaferesis se administra 
al paciente una dosis de 50 Ul/kg de heparina sodica no fraccionada. El proceso de 

20 plasmaf§resis se realiza segun el procedimiento de rutina previsto para el equipo 
empleado. Durante la plasmaferesis el anticoagulante estdndar es sustituido por una 
soluci6n fisiologica de cloruro s6dico 0,9% con heparina como anticoagulante. El 
plasma se sustituye por albiimina al 5%. El procedimiento se termina una vez obtenido 
el volumen de plasma necesario para la preparacion del medio de cultivo aut61ogo. Se 

25 calcula la cantidad de heparina en el plasma obtenido en funcion del volumen plasm&tico 
del paciente y se anade 1,5 UI de protamina por cada UI de heparina. Se mantiene asi 
hasta que se produce la coagulaci6n del plasma. Entonces se extrae el suero y se 
distribuye en pequeiias alicuotas que se congelan. Al igual que para el suero obtenido de 
muestras sanguineas, tambi&i en este caso las muestras de suero se analizaron 

30 hematol6gica y microbio!6gicamente antes de ser utilizadas. 



5 



Antes de preparar el medio de cultivo se inactiva el complemento del suero a 
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1 .3 Aislamiento de las cflulas satelite v expansi6n in vitro 

Todas las manipulations se realizan en condiciones as6pticas y utilizando una 
cabina de flujo laminar. Los fragmentos de musculo esquel6tico explantado se lavan con 
PBS. Con unas tijeras se elimina el tejido adiposo y con cuidado se desmenuza el 
5 musculo. Los fragmentos de musculo se lavan nuevamente con PBS hasta que el 
sobrenadante aparezca limpio. Se centrifuga durante 5 minutos a lOOg. El tejido se 
disocia mediante 2 tratamientos enzimaticos ccfnsecutivos: primero las celulas se 
incuban con colagenasa IA (1,5 mg/ml/g de tejido) y se dejan incubando durante 1 hora. 
Cada 10 minutos se agitan los tubos para favorecer mec&iicamente la disociacion. 
10 Alternativamente, los tubos pueden colocarse en un incubador con agitaci6n 
reciprocante/orbital (ROSI) a 37°C. En segundo lugar se incuba durante 20 minutos con 
un 0,25% de tripsina 1 x EDTA (2 ml). A continuation se lavan las c61ulas (10 minutos 
a 300g) y para detener la reaction enzimatica se aflade 1 ml del propio suero del paciente 
obtenido previamente. Se realiza una filtration a traves de una malla 40 \m (cell stainer 
1 5 nylon). Con los fragmentos que hayan podido quedar en la malla se repite nuevamente el 
procedimiento de digestion. Finalmente las c61ulas del filtrado se recogen por 
sedimentaci6n (20 minutos a 300g) y el sobrenadante se desecha. 

Las c&ulas se resuspenden en medio de cultivo completo fresco: 10% de suero 
humano autologo del paciente, 89% de medio HAM-F12 (GIBCO BRL, Cat. No. 
20 21765), 1% de penicilina/estreptomicina y, opcionalmente, anfotericina B (0,25 mg/ml), 
que contiene, ademds, heparina (2 Ul/ml de suero obtenido) y protamina (en forma de 
sulfato) (3 UI por ml de suero obtenido), y se siembran en fiascos para cultivo celular. A 
continuaci6n, los frascos se incuban durante 3 semanas a 37°C en una atm6sfera humeda 
y con 5% de CO2. Los frascos se colocan en el incubador sin gradiente de nivel para 
25 evitar una proliferaci6n celular irregular. Despu6s de un periodo de incubation de 2 a 3 
dias se renueva en el medio para eliminar las c&ulas sanguineas y las celulas muertas. 
Cuando se Uega a la sub-confluencia (50% de confluencia) se realiza un paso de los 
cultivos (fracci6n 1:5) para evitar la aparici6n de diferenciation miog6nica a mayores 
densidades. A confluencias del 50% se requerir&n multiples pasos del cultivo para 
30 prevenir que las c61ulas mononucleadas se diferencien en miotubos multinucleados. 

En cada paso de los cultivos, las cSlulas se cosechan por tripsinizaci6n (2 ml de 
0,25% tripsina-EDTA en cada frasco durante 1 a 5 minutos en el incubador). El 
desprendimiento completo de las celulas se comprueba observando al microscopio las 
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c61ulas que flotan. Entonces se detiene la reaction mediante adici6n de medio de cultivo 
complete y la suspension de celulas resultante se reparte en otros 5 fiascos. En cada paso 
del proceso de cultivo celular se realizan controles para bacterias (ensayos de aerobios y 
anaerobios), vims y hongos. 

1 4 Elimination de fibroblastos 

Nonnalmente los fibroblastos contaminan los cultivos por lo que es necesario 
eliminarlos para obtener una expansi6n de mioblastos adecuada. En el momenta de 
realizar el primer pase, y, despues de neutralizar con tripsina, las celulas cultivadas se 
mantienen en el incubador durante 30 minutos. Este periodo de tiempo es suficiente para 
que los fibroblastos sedimenten mientras que la mayoria de los mioblastos (mas 
pequeflos) permanecen en suspension. Se recoge el sobrenadante celular y se transfiere a 
nuevos fiascos de cultivo. La pureza de las c61ulas miobl&sticas se valora por citometria 
de flujo con un anticuerpo anti-CD56 humano y tincion de desmina intracelular. Las 
muestras con una pureza de mioblastos inferior al 50% se someten a un procedimiento 
de enriquecimiento celular. Para ello, en el momenta del segundo pase, despu6s de 
cosechar las celulas y antes de resembrarlas, estas se marcan con un anticuerpo de raton 
anti-CD 5 6 humano al que se han unido unas microesferas magn&icas. Mediante una 
selecci6n positiva realizada con un clasificador celular magn6tico se tienen poblaciones 
celulares altamente enriquecidas de mioblastos progenitores de celulas musculares que 
expresan CD56 y desmina en mSs del 90% de las celulas. 

Habitualmente, para obtener la cantidad final de c61ulas necesaria se deben 
realizar varios pases. En general, al cabo de unas 3 semanas, se obtienen mis de 200 
millones de c61ulas. Este mimero puede escalarse mediante pases en un sistema de 
cultivo multicadena. 

1.5 Aislamiento de cflulas para el banco personalizado 

Para cada paciente, durante el proceso de cultivo celular pueden aislarse algunas 
c&ulas que serian congeladas. A partir de esas c61ulas almacenadas pueden expandirse 
nuevos cultivos celulares, para realizar inyecciones intramiocfrdicas repetidas peri6dicas 
(evitando asi el tener que repetir nuevas biopsias). En el momenta del segundo pase, 
algunas muestras de c61ulas positivas para CD56 altamente enriquecidas se 
criopreservan utilizando 5% de DMSO, se someten a una congelaci6n programada y 
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finalmente se almacenan en nitrogeno liquido. La concentraci6n celular sera de 25 a 50 
millones de c&ulas por ml. Cuando sea necesario, las c&ulas se descongelan y se 
cultivan en medio de mioblastos para su posterior utilization (implante percutaneo) una 
vez se haya realizado la expansi6n ex vivo. 



1 .6 Medio de invecci6n 

El dia del trasplante celular, se cosechan las celulas y se lavan en medio de 
inyeccion (albumina humana 0,5% y medio de cultivo completo) y se mantienen en hielo 
antes del implante. Por citometria de flujo se valora la tasa final de pureza de los 
mioblastos. Mediante un cit6metro de Malassez (mediante tintion con tripan blue) se 
determina la concentraci6n celular y su viabilidad. Asimismo, antes del implante, se 
valoTa la esterilidad del cultivo celular (test de Gram). 

1 .7 Procedimiento de implante celular 

El implante celular puede realizarse mediante una administraci6n epic&rdica o 
endovascular. La administrati6n epicardica puede realizarse bien por exposici6n 
quinirgica conventional o bien por toracoscopia. En la aproximacidn quinirgica 
(toraco/esternotomia cldsica o mini) el area isquemica queda bien expuesta pennitiendo 
realizar alrededor de 10 inyecciones de suspensi6n celular en la zona infartada y 
mayoritariamente en la zona que la circunda. Para este prop6sito se utiliza una aguja 
curvada de 23 a 26 G x 4 cm. La densidad celular recomendada esta comprendida entre 
50 y 70 millones de celulas/ml. La inyecci6n se realiza lentamente, durante 
aproximadamente 15 minutos. Despu6s de cada inyecci6n los orificios de la aguja 
deber£n bloquearse mediante presi6n dactilar (1 a 2 minutos) para evitar que haya una 
regurgitaci6n de la suspensi6n celular. 

Protocolo de implante de los mioblastos: 

- implante de, al menos, 20 millones de c61ulas, preferentemente, unos 
200 millones de c&ulas 

- densidad celular: 50 a 70 millones de c6Mas por ml 

- tiempo de cultivo: aproximadamente 21 dlas 

- concentraci6n de mioblastos: superior a 70% 

- vida media celular a 2-8°C: 96 horas. 
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EJEMPLO 2 



Este ejemplo es un estudio clinico en fase VS. realizado para valorar la idoneidad 
y seguridad del trasplante intramioc£rdico de una composici6n de c&ulas madre- 
5 progenitoras musculares autologas humanas de la invention a pacientes que han 
padecido infarto de miocardio. 

MATERIAL Y METODOS 

2.1. Selection de pacientes 

10 El estudio se realiz6 sobre un total de 12 pacientes que habian padecido 

previamente un infarto de miocardio, al menos 4 semanas antes de su inclusion en el 
protocolo, y que estaban en espera de someterse a un bypass aortocoronario. Para la 
selection de los pacientes se tuvo en cuenta la edad (comprendida en el rango 30-80 
anos), la funcion cardiaca (fraction de eyeccion ventricular izquierda superior al 25%) y 

15 que no tuvieran historia de arritmias malignas o distrofias musculares, ni dieran 
resultado positive en las pruebas de disfuncion hepitica o nefntica o en pruebas de 
embarazo, HIV o hepatitis. 

2.2. Biopsia muscular, cultivo v caracterizaci6n de las celulas madre-progenitoras 
20 musculares aut61ogas humanas 

La preparaci6n de las c61ulas madre-progenitoras musculares autologas humanas 
para la composition terapeutica se realiz6 tal y como se describe en el Ejemplo 1. 

Las biopsias musculares se obtuvieron del vasto lateral en condiciones est&iles y 
despues de un preacondicionamiento con 2% lidocaina hidrocloruro. En todo el 
25 procedimiento se utiliz6 un medio de cultivo autologo humano de la invenci6n que 
comprendia un 79% de medio HAM-F12 (GIBCO-BRL) suplementado con un 20% de 
suero aut61ogo del paciente (con heparina y protamina) y un 1% de 
penicilina/estreptomicina (GIBCO-BRL). El suero aut61ogo del paciente se obtuvo 
mediante plasmaferesis, tal y como se describe en el apartado 1.2 del ejemplo anterior, 
30 realizada el dia anterior a la obtencion de la biopsia muscular (entre 800 y 2.135 mL por 
paciente, promedio: 1.735 mL). 

Para el aislamiento de las c61ulas sat61ite las digestiones enzimdticas se realizaron 
mediante incubaci6n con tripsina/EDTA (0,5 mg/mL tripsina y 0,53 mM EDTA, 
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GE8COBRL) y posterioxmente con colagenasa (0,5 mg/mL, GIBCO-BRL). El 
procedimiento de expansi6n celular y eliminaci6n de fibroblastos se realizd como se ha 
descrito en el ejemplo anterior. La pureza de celulas miobl&sticas en los cosechados se 
valoro por citometria de flujo y tincion con anticueipos monoclonales especificos para 
5 N-CAM humana (CD56), CD45 y desmina. 

EI promedio de celulas miogenicas obtenidas por paciente foe 221 x 10 6 (siempre 
dentro del rango 105-390 x 10 6 ), y la pureza media de c61ulas miogenicas CD56+/CD45- 
foe 65,6±6,4%. 

10 23 Trasplante celular 

Antes del procedimiento quirurgico, para cada paciente se determin6 la foncion y 
viabilidad del miisculo cardiaco mediante tomografia de emision de positrones (PET), 
ecocardiograma y electrocardiograma (Holter-EGC 24 horas). El bypass aortocoronario 
con circulaci6n extracorp6rea se realiz6 entre 3 y 4 semanas despu£s de haber realizado 

15 la biopsia muscular. Los pacientes recibieron una media de 2 injertos (entre 1 y 4). 

Una vez suturados todos los injertos y reestablecido el latido espontdneo del 
corazon se procedio al implante celular por administraci6n epic&rdica mediante al 
menos 10 inyecciones repetidas en la zona infartada y 6reas circundantes, zonas que 
ecocardiograficamente habian sido identificadas como hipokin6ticas, akin6ticas o 

20 diskin&icas. Para las inyecciones se utiliz6 una c&iula oftalmica 23G (Maersk Medical 
Ltd, Redditch, B98 9NL GB). Las zonas que iban a recibir el implante celular foeron 
identificadas mediante ecocardiograma antes del procedimiento quirurgico con el 
objetivo de poder evaluar la contractilidad de dichas zonas durante el seguimiento 
posterior al trasplante celular. 

25 DespuSs del procedimiento quinirgico los pacientes foeron sometidos a una 

monitorizaci6n telem^trica continua. Cada 6 horas se tomaron muestras de sangre para 
valorar presencia de enzimas necr6ticas cardlacas. Para prevenix la inflamacion se 
administr6 metil-prednisolona (500 mg) despues de la cirugia. Para prevenir arritmias 
cardiacas se indic6 un tratamiento de 3 meses con amiodarona oral. Para la 

30 monitorizacion de la respuesta al procedimiento de cardiomioplastia realizado se efectu6 
un seguimiento mediante PET (3 meses despu& del trasplante), ecocardiograma (a los 
40 dias y a los 3 meses despu6s del trasplante). Igualmente se monitoiiz6 la presencia de 
arritmias mediante Holter-ECG (40 dias y 3 meses despu6s del trasplante). 
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El protocolo y todos los procedimientos realizados fueron previamente aprobados 
por los comit6s 6ticos de ensayos clinicos, institucional y regional, de acuerdo con los 
requerimientos legalmente previstos. 



midio por ecocardiografia tridimensional (mediante un sistema ultrasonidos Sonos 5500, 
Philips). El analisis del movimiento de la pared ventricular izquierda regional se realizo 
confoime al procedimiento descrito por el comit6 de est6ndares de la Sociedad 
Americana de Ecocardiografia (Schiller NB et al. J. Am. Soc. Echocardiogr. 1989; 2: 

10 358-367): el ventriculo izquierdo se dividi6 en 16 segmentos y se valor6 para cada 
segmento el movimiento de la pared como l=normal, 2=hipokinesia, 3=akinesia, 
4=diskinesia. El fndice de motilidad regional (wall motion score index, WMSI) se 
calculi como la suma de los indices de cada segmento dividida por el mimero de 
segmentos evaluados. Se obtuvo un indice WMSI para los segmentos tratados con 

15 implante celular y otro para los no tratados. La fraction de eyeccion del ventriculo 
izquierdo (LVEF) se obtuvo mediante un sistema de detecci6n automatica del borde 
endodirdico (automatic border detection, ABD) (Perez JE et al. J. Am. Coll Cardiol 
1992; 19: 336-344). Tambien se valoro la contractilidad regional de cada segmento 
mediante colorkinesis y doppler tisular. Las valoraciones se realizaron por un 

20 procedimiento de doble ciego (2 observadores independientes sin informaci6n previa). 
La reproducibilidad dentro del estudio para el volumen diast61ico final en el ventriculo 
izquierdo foe 2,8+6,4 (CV 5,5%) y para la fracci6n de eyeccrtn (LVEF) 0,3±4,6 (CV 
6,6%). 

25 Estudios de tomografia por emision de positrones (PET) . Mediante PET se valoro 

el flujo sanguineo miocSrdico, y el metabolismo de glucosa, antes del tratamiento 
quinirgico y a los 3 meses del trasplante celular. 

Los estudios de perfusi6n y metabolismo se realizaron en un tom6grafo PET 
(ECAT EXACT HR+, Siemens/CTI Knoxville, EE.UU) que adquiere 63 pianos 

30 transaxials con una resoluci6n espacial entre pianos de 4,5 mm. La producci6n de los 
trazadores, para los estudios de metabolismo de glucosa ( l8 F-EDG) y para los de 
perfiisi6n ( l3 N-amonio), se realiz6 en el ciclotrdn (Cyclone 18/9, Ion Beam Applications, 
B61gica) y en el laboratorio de radiofarmacia del centro. 



Estudios ecocardiograficos . La contractilidad miockdica global y regional se 
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El protocolo de adquisicion de im&genes en cada paciente se inici6 con un 
estudio de transmision de 2 minutos utilizando fiientes de germanio-68 para posicionar 
el corazon en el campo de vision, seguido de una adquisicion de 5 minutos para efectuar 
la coirecci6n de atenuacion fotonica. Seguidamente se perfundi6 13 N-amonio (9,25 
5 MBq/kg, miximo 740 MBq) mediante inyeccion intravenosa a un flujo constante de 10 
ml/min. La adquisicion din£mica de im£genes se inici6 en el momenta de la inyecci6n. 
Durante 20 minutos se recogieron imigenes seriadas en una secuencia din&mica con 
esquema de duraci6n variable: 12 x 10 s, 4 xlO s, 4 x 30 s, 3x 300 s. La adquisicion de 
datos del PET se realiz6 de acuerdo a un protocolo ya descrito en la bibliografia (Muzik 

10 O et al. J. Nucl Med. 1993; 34: 336-344). Una vez obtenidas las imagenes para la 
valoraci6n de la perflisi6n se reserv6 un periodo de 50 minutos para permitir el decay 
fisico de la radiactividad del l3 N-amonio (seniiperiodo de desintegracidn 9,9 minutos). 
Posteriormente se inici6 la adquisici6n de im&genes para los estudios metab61icos de 
glucosa, realizados siguiendo la tecnica de clampaje hiperinsulinemico-euglicemico 

15 (Knuuti MJ et al, J. Nucl. Med. 1992; 33: 1255-1262). La 18 F-FDG se inyect6 mediante 
bolo intravenoso despues de estabilizar los niveles de glucosa en un rango comprendido 
entre 85 y 95 mg/dl 4,6 MBq/kg, m£ximo 370 MBq). La adquisici6n de las imagenes 
seriadas de la l8 F-FDG se inici6 en el momenta de la inyeccion y se prolongo durante 60 
minutos (8 x 15 s, 2 x 30 s, 2 x 120 s, 1 x 180 s, 4 x 300 s, 3 x 600 s), siguiendo el 

20 protocolo descrito por Knuuti y colaboradores citado supra. 

Finalizada la adquisicion de las imagenes se realizo una segmentation de la 
transmisi6n previa a la reconstrucci6n para la correction de atenuacion. Las imigenes 
del estudio metabolico se reconstruyeron utilizando el procedimiento OSEM (ordered 
subsets expectation maximisation) con 2 iteraciones y 8 subconjuntos. A todos los 

25 estudios (tanto para perfiisi6n como para metabolismo) se les aplico un filtro gaussiano 
(Gaussian smoothing filter) de 6 mm FWHM (full width at half maximum). Para el 
anilisis visual las imigenes transaxials se reorientaron segtin el eje corto, el eje 
largovertical y el eje largo horizontal del ventriculo izquierdo. 

Finalmente, para el anilisis cuantitativo se utilizaron 6 secciones contiguas de la 

30 regidn media del ventriculo izquierdo, en el eje corto. El flujo sanguineo mioc£rdico 
regional (myocardial blood flow, MBF) se calcul6 en valores absolutes segun un modelo 
de 3 compartimentos (Muzik O et al. J. Nucl Med. 1993; 34: 83-91), y los valores de 
utilizaci6n de glucosa (myocardial glucose utilization rates, rMGU) se estimaron 
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mediante el an&lisis gr&fico de Patlak (Patlak CS et al. J. Cereb. Blood Flow Metab. 
1985; 5: 584-590). 



5 RESULTADOS 

2.4 Trasplante celular v evolucion postquirurgica 

Las caracteristicas demogr&ficas, clinicas y funcionales de los pacientes en el 
estudio se recogen en las siguientes Tablas 1 y 2. 

10 Tabla 1 

Caracteristicas de los pacientes 



CasoEdad Sexo Local Evol. Sintomas Clas. NYHA Local. 

Infarto InfartoAngina/disnea Basal/FU Bypass 
(meses) 



1 


63 


H 


Anterior 


4 


Inestable/m 


mm 


LAD, RC, OM 


2 


64 


H Anterior-apical 


6 


mm 


n/i 


LAD, OM 


3 


40 


H 


Inferior 


5 


Inestable/n 


n/i 


RC.LAD 


4 


55 


H 


Anterior 


23 


I/I 


n/i 


LAD, RC, OM 


5 


68 


H Anterior-apical 


168 


m/m 


mm 


LAD, RC, OM 


6 


74 


M 


Anterior 


10 


M 


m/m 


LAD 


7 


69 


H 


Inferior 


125 


Inestable/n 


nz 


LAD, RC, OM, Dg 


8 


71 


H 


Inferior 


108 


lnestable/n 


n/i 


LAD, OM 


9 


56 


H 


Anterior 


120 


m/ 


i/i 


LAD, Dg, OM 


10 


74 


H 


Inferior 


20 


mm 


w 


LAD, OM, Dg, RC 


11 


68 


H 


Anterior 


3 


i/i 


m 


LAD, RC, OM 


12 


73 


H Anterior-apical 


146 


m/m 


m/n 


LAD, Dg, OM 



Abreviaturas: 

Sexo. H: hombre; M: mujer 
30 Clasificaci6n NYHA: Clasificacion de la "New York Heart Association". 

FU: Evaluaci6n de seguimiento realizada 3 meses despu6s de la cirugia y trasplante 
celular. 
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Localizaci6n de los Bypass. LAD: arteria descendente anterior izquierda; 
RC: arteria coronaria derecha; M: arteria obtusa marginal; Dg: arteria coronaria 
diagonal. 

5 Durante la realizaci6n del bypass aortocoronario, una vez finalizados los injertos 

y restaurado el latido espontaneo del corazon, se visualizo el area infartada y se 
inyectaron entre 3 y 5 ml de solution conteniendo las c61ulas miog6nicas a una 
concentration siempre superior a 20 x 10 6 c61ulas/ml Las areas de inyecci6n se 
identificaron para el seguimiento ecocardiogr&fico. Antes de proceder al trasplante e 

10 inmediatamente despues de recolectar las celulas para dicho trasplante se realizaron 
cultivos microbiol6gicos para prevenir contaminaciones. Por este motivo no se realiz6 el 
trasplante al paciente 9, cuyas muestras celulares dieron positivo en la tincion de gram. 
No obstante, a este paciente tambien se le realizaron los estudios protocolizados para el 
seguimiento. 

15 



m 
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Tabla2 

Datos sobre los trasplantes celulares realizados 
Caso Biopsia Cel. Miogenicas LVEF basal LVEFFU 
muscular (g) implantadas 2D/ABD 2D/ABD 

5 (xlO 6 ) 



1 

1 


1 A 
1U 


1 1 Q 


Jj/D I 


JJI JO 


2 


13 


165 


40/45 


50/53 


3 


7,5 


192 


45/46 


70/65 


4 


7 


393 


40/47 


62/66 


5 


10 


200 


27/26 


40/50 


6 


9 


110 


30/38 


40/48 


7 


9,5 


171 


40/38 


NoFU 


8 


5,5 


105 


40/42 


47/51 


9 


9 


0 


45/40 


35/38 


10 


14 


390 


25/29 


NoFU 


11 


10 


100 


40/43 


51/49 


12 


11,3 


180 


43/41 


46/45 



m 

WO 2004/005494 



Abreviaturas: 

20 LVEF: Fraction eyeccion ventricular izquierda 

FU: Evaluaci6n de seguimiento realizada 3 meses despu6s de la cirugia y 
trasplante celular. 

2D: bidimensional; ABD: detecci6n automdtica del borde endoc^rdico. 

25 En la evoluci6n postquinirgica de los pacientes trasplantados no se produjeron 

complicaciones. Dado que en ensayos clinicos previos se observaron arritmias cardiacas, 
posiblemente asociadas al trasplante de c61ulas miogenicas esqueleticas, se monitoriz6 a 
los pacientes durante su hospitalizacidn (mediante telemetria continua) y a los 40 dias y 
3 meses desde el trasplante (mediante un holter-ECG, 24 horas). En ningun caso se 

30 observ6 un incremento significativo de arritmias. Es m&s 9 el mimero de latidos 
ventriculares prematuros se redujo despuds del trasplante. Sin embargo, el paciente 6 
desarroll6 una taquicardia ventricular no sostenida 40 dias despn6s de la cirugia. Este 
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paciente fixe sometido a aneurisectomia durante el procedimiento quirurgico, lo que 
podria explicar el suceso. 

Los anilisis serol6gicos de enzimas cardiacas y hep&ticas no mostraron cambios 
significativos despues del trasplante y regresaron progresivamente a sus valores 
5 normales. Como medida indirecta de inflamacion se detennino la proteina C, sin que se 
observaran cambios significativos despu6s del trasplante o durante el seguimiento. 

Todos los pacientes han abandonado el hospital y continiian vivos. 

2.5 Funci6n del ventriculo izquierdo 

10 El incremento medio de la fracci6n de eyeccion del ventriculo izquierdo, medida 

por ecocardiografia bidimensional, se increment6 desde el 35,5 ± 2,3% (media ± error 
medio estandar) antes de la cirugia hasta un 53,5 ±4,98% a los 3 meses del trasplante 
(p<0,05). La contractilidad cardiaca global, estimada mediante ecocardiografia 
autom&tica de detection del borde endocdrdico (ABD), se incremento desde un 39,8 ± 

15 3,26% hasta un 56,3 ± 3,1% (p<0,05) (Figura 1). 

Tambi6n se produjo una mejora de la contractilidad local, evidenciada por la 
reduction del numero medio de segmentos akineticos/Mpokin6ticos/diskin6ticos de 7 
(entre 5-10, antes de la cirugia) a 3 (entre 0-5, a los 3 meses del trasplante). 



20 3 meses del trasplante, 1,25±0,07 (p<0,05) (Tabla 3). Para diferenciar los beneficios 
potenciales sobre la funcion cardiaca que se derivan del trasplante de c61ulas miog&ricas 
de los derivados de la revascularization compararon las mejoras en los indices WMSI de 
los segmentos que recibieron trasplante celular y los de los segmentos que no recibieron 
c61ulas. Los WMSI a los 3 meses se redujeron significativamente frente a los indices 

25 basales (antes de la cirugia), con una mayor reducci6n en los segmentos que recibieron 
trasplante celular (Tabla 3). 

El descenso de WMSI est£ asociado con una mejora en la clasificaci6n NYHA, 
de un 2,2±0,2 basal a 1,5±0,26 a los 3 meses (p<0,01). 



El Indice de motihdad regional WMSI basal, promedio 1,72+0,14, se redujo a los 



'# m 
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Tabla 3 



Funci6n regional (medida por el indice WMSI, Wall motion score index) 





Basal 


40dias 


3 meses 


P 


Global 


1,73±0,07 


1,40±0,07 


1,25±0,07 


0,027 


Segmentos tratados 


2,64±0,13 


2,03±0,16 


1,64±016 


0,027 


Segmentos no tratados 


1,29±0,13 


1,1±0,06 


1,05±0,04 


0,043 



2.6 Perfusi6n mioc^rdica v estudios de viabilidad 

10 En 7 pacientes se realizaron estudios de perfusi6n (PET-amonio) y metabolicos 

(FDG-glucosa), mediante pruebas realizadas antes de la cirugia (1 a 5 dias antes) y 3 
meses despu6s del trasplante. Para cada region se calculo la retencion de trazador 
asign£ndole un valor numerico cuantitativo. La retencidn media de glucosa para todo el 
miocardio antes de la cirugia fue 0,158+0,026 (imol g^ min' 1 mientras que a los 3 meses 

15 fue 0,270±0,008 jjmol-g'^min" 1 (p<0,05). Al analizar diferencialmente las £reas 
infartadas (tejido necr6tico debido al infarto de miocardio) se comprob6 un aumento 
significativo de la retenci6n de amonio y de glucosa, lo que sugiere una mejoria de la 
viabilidad miocSrdica en las zonas infartadas (Tabla 4). V6ase tambi6n la Figura 2. 



20 Tabla 4 



Tomograffa de emisi6n de positron es PET. Valor aci6n del flu jo sanguineo mediante 
retencion de 13 N-amonio (ml'g'^min* 1 ), y del metabolismo de glucosa mediante 
retencidn de 18 F-FDG Oimol-g^-min" 1 ) 







Basal 


3 meses 


P 


Global 


18 F-FDG 


0,158±0,026 


0,270±0,008 


0,028 




13 N-amonio 


0,47±0,05 


0,5±0,03 


0,273 


Regiones infartadas 


18 F-FDG 


0,126±0,022 


0,231±0,011 


0,028 




13 N-amonio 


0,36±0,04 


0,39±0,01 


0,686 


Regiones no infartadas 


18 F-FDG 


0,170±0,029 


0,284±0,013 


0,046 




l3 N-amonio 


0,59±0,07 


0,62±0,06 


0,5 
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DISCUSION 

Las principales conclusiones de este estudio son: 1. El trasplante directo de 
c61ulas miog&iicas esquel6ticas aut61ogas al miocardio de pacientes con historia de 
5 infarto de miocardio y sometidos a bypass aortocoronario es factible y seguro; 2. 
Aunque no se puede diferenciar claramente los efectos derivados del bypass de los 
derivados del trasplante celular, los estudios de funcionalidad y viabilidad sugieren que 
el trasplante de c61ulas miogenicas autologas contribuye a mejorar la contractilidad del 
ventriculo izquierdo y a la reparaci6n del tejido; 3. Los mioblastos esqueleticos son 

10 capaces de injertarse, al menos hasta los 3 meses despu6s de la cirugfa. 

Aunque para comprobar si los mioblastos esquel&icos son capaces de injertarse 
adecuadamente seria necesario estudiar directamente el miocardio, el aumento de la 
retencion de glucosa por PET indica claramente que en las £reas infartadas, donde no se 
detectaba tejido viable, empieza a detectarse tejido viable una vez realizado el trasplante. 

15 Por otra parte, aunque en el estudio no se incluyeron pacientes control, los resultados de 
18 F-FDG PET para el paciente n° 9, al que solamente se le realiz6 el bypass 
aortocoronario por contaminaci6n microbiol6gica del cultivo celular, no mostraron 
cambios significativos en la captation de glucosa a los 3 meses de seguimiento (Figura 
2B), lo que sin ser concluyente si es esperanzador. 

20 Estos resultados demuestran que el bypass aortocoronario con trasplante de 

celulas miogenicas esqueteticas autologas mejora notablemente la contractilidad 
cardiaca, evidenciada por el aumento de la fracci6n de eyeccion y particulannente por la 
disminucion del indice WMSI. De estos resultados no puede concluirse que la mejora de 
la funcion cardiaca se derive solamente del bypass. El hecho de que los segmentos 

25 mioc£rdicos que recibieron trasplante celular hayan presentado mejoras mayores, con un 
aumento en la retencion de glucosa en esos mismos segmentos, indica que la mejora de 
la funci6n cardiaca no puede deberse exclusivamente al bypass. Para una demostraci6n 
fehaciente de que el trasplante celular aut61ogo es responsable de la mejora en la funcion 
cardiaca seria necesario realizar el trasplante sin el concurso de otras terapias, algo que 

30 hoy no seria 6tico a menos que las cSlulas se implantasen por inyecci6n percut&nea. 

Informes recientes sobre otros ensayos clinicos han sugerido que el trasplante de 
mioblastos esquel6ticos aut61ogos est£ asociado con arritmias cardiacas (Menasche P et 
al. Lancet 2001; 357:279-280. Menasche P et al. /. Am. Coll. Cardiol. 2003; 41: 1078- 
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1083. Hagege AA et al. Lancet 2003; 361:491-492. Pagani FD et al. J Am. Coll 
Cardiol 2003; 41:879-888). De hecho algunos pacientes han requerido del implante de 
desfibriladores intracardiacos. Por el momenta no se conoce con certeza la causa de 
estas anitmias pero podrian estar relacionadas con la formaci6n de circuitos de re- 
5 entrada elSctricos (quizes porque no se establezcan uniones gap con los mioblastos 
esquel&icos implantados), el ntimero y volumen de celulas implantadas, o el uso de 
suero fetal bovino para el cultivo y expansion de las celulas miog6nicas autologas. Es 
importante puntualizar que en estos protocolos se ha utilizado suero bovino fetal para el 
cultivo y expansi6n in vitro de las celulas miogenicas autdlogas, lo que constituye una 

10 fuente de proteinas xenog&ricas. El contacto de las celulas humanas con el suero bovino 
durante 3 semanas conlleva la fijaci6n en la superficie celular de dichas proteinas 
animates. El trasplante de estas c61ulas ocasionaria una reacci6n inflamatoria seguida de 
fibrosis. Los estudios clinico-patologicos realizados muestran que las c61ulas 
trasplantadas de esta manera estan embebidas en una trama fibr6tica en la que no ha 

15 habido neovascularization. Esta configuration histologica representa un riesgo para los 
circuitos de re-entrada que pueden inducir la generation ect6pica de arritmias 
ventriculares severas. A diferencia de estos estudios, en el presente ensayo clinico se han 
utilizado c61ulas miogenicas esqueleticas autdlogas expandidas en medios de cultivos 
totalmente aut61ogos, evitando cualquier reaccion inmune. Esto podria explicar por qu6 

20 en este ensayo clinico no se han observado estas arritmias. 
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REIVINDICACIONES 

1. Un medio de cultivo aut61ogo de cdlulas madre-progenitoras autologas 
humanas que comprende: 

5 a) entre 0,1% y 90% en peso de suero humano aut61ogo; 

b) entre 0,1 y 10,000 Ul/ml de heparina; 

c) entre 0, 1 y 10.000 Ul/ml de protamina; y 

d) un medio de cultivo con nutrientes b&sicos con o sin glutamina, en cantidad 
suficiente hasta el 100% en peso. 

10 

2. Medio de cultivo segiin la reivindicacion 1, en el que dicho suero aut61ogo 
humano ha sido sometido a un tratamiento con el fin de inactivar el complemento. 

3. Medio de cultivo segiin la reivindicaci6n 1, en el que dicho suero autologo 
1 5 humano ha sido obtenido a partir de muestras sanguineas del paciente. 

4. Medio de cultivo segiin la reivindicacion 1, en el que dicho suero autologo 
humano ha sido obtenido mediante la realizaci6n de una plasmaffresis al paciente 
donante de dicho suero. 

20 

5. Medio de cultivo segiin la reivindicacion 4, en el que dicha plasmaferesis se 
realiza utilizando heparina como anticoagulante y sulfato de protamina para revertir la 
anticoagulaci6n. 

25 6 - Medio de cultivo segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores que 

comprende, adem&s, un antibi6tico. 

7. Medio de cultivo segiin la reivindicaci6n 6, en el que dicho antibiotico se 
selecciona entre penicilina, estreptomicina, gentamicina y sus mezclas. 



30 



8. Medio de cultivo segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores que 
comprende, ademds, anfotericina B y/o un factor de crecimiento de fibroblastos (FGF). 
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9. Medio de cultivo segtin la reivindicacion 1, que comprende: 
89% de medio HAM-F12; 
10% de suero humano aut61ogo del paciente; 
heparins 0,1 a 100 Ul/ml; 
5 protamina 0,1 a 100 Ul/ml; y 

1% de penicilina/estreptomicina y, opcionalmente, 

0,25 mg/ml de anfotericina B y/o 

0,1 a 250 pg/ml de bFGF recombinante. 

10 10. Un metodo para la preparacitfn de un medio de cultivo autologo de celulas 

madre-progenitoras aut61ogas humanas, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, 
que comprende la mezcla de suero humano autologo, hepaiina, protamina, nutrientes 
b&sicos con o sin glutamina, junto con, opcionalmente, antibi6ticos, y/o anfotericina B 
y/o un factor de crecimiento de fibroblastos. 

15 

11. M6todo segun la reivindicaci6n 10, en el que dicho suero aut61ogo humano 
ha sido obtenido por plasmaf6resis. 

12. Empleo de un medio de cultivo aut61ogo de celulas madre-progenitoras 
20 autologas humanas segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, para el cultivo in 

vitro, purification y expansi6n de celulas madre-progenitoras autologas humanas. 

13. Un m6todo para la preparation de una composici6n de celulas madre- 
progenitoras autologas humanas, que comprende incubar dichas celulas madre- 

25 progenitoras autologas humanas en un medio de cultivo aut61ogo de c61ulas madre- 
progenitoras autdlogas humanas segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 y 
purificar las c61ulas madre-progenitoras aut61ogas humanas obtenidas. 

14. M6todo segun la reivindicacion 13, en el que la purification de las celulas 
30 madre-progenitoras autologas humanas obtenidas se realiza mediante el empleo de 

anticuerpos especificos y selectivos para dichas c61ulas madre-progenitoras autologas 
humanas, que permiten la identificacion de antigenos extracelulares caracteristicos de 
dichas celulas madre-progenitoras aut61ogas humanas. 
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15. M6todo segiin la reivindicacion 14, en el que dichos anticuerpos especfficos y 
selectivos para dichas c61ulas madre-progenitoras aut61ogas humanas est£n unidos a 
microesferas magn&icas. 

16. Un m&odo para la obtenci6n de c61ulas madre-progenitoras musculares 
aut61ogas humanas, utiles para su empleo en terapia celular, que comprende incubar 
dichas c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas en un medio de 
cultivo autologo de celulas madre-progenitoras autologas humanas segiin cualquiera de 
las reivindicaciones 1 a 9, y purificar las celulas madre-progenitoras musculares 
autologas humanas obtenidas. 

17. M6todo segun la reivindicaci6n 16, en el que la purification de las celulas 
madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas comprende el empleo de anticuerpos 
anti-CD56 humano, opcionalmente, unidos a microesferas magneticas, y la selection de 
las celulas que manifiestan un fenotipo CD56+/CD45-. 

18. M6todo segun la reivindicaci6n 16, en el que la purificaci6n de las celulas 
madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas comprende someter al cultivo celular 
a un paso de pre-siembra con el fin de sedimentar la totalidad o parte de los fibroblastos 
presentes en dicho cultivo celular y, posteriormente, identificar y separar las c61ulas 
madre-progenitoras musculares autologas humanas mediante el empleo de anticuerpos 
anti-CD56 humano, opcionalmente, unidos a microesferas magn6ticas, y la selecci6n de 
las c61ulas que manifiestan un fenotipo CD56+/CD45-. 

19. Un procedimiento para la obtenci6n de c61ulas madre-progenitoras 
musculares autologas humanas, a partir de una biopsia de tejido muscular, para la 
preparaci6n de una composici6n farmac6utica, que comprende: 

a) la realizaci6n de una biopsia en un paciente objeto del posterior 



implante de c61ulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas 
para extraer un fragmento de tejido de musculo esquel&ico que 
comprende c61ulas madre-progenitoras musculares autologas humanas; 
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b) 



el cultivo de dichas celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas 



humanas procedentes del musculo esqueletico en un medio de cultivo 
aut61ogo de c&ulas madre-progenitoras auttflogas segtin cualquiera de 
las reivindicaciones 1 a 9, bajo condiciones que penniten la expansi6n 
de dichas c61ulas madre-progenitoras musculares autologas humanas 
cultivadas; 

c) la purificaci6n de dichas celulas madre-progenitoras musculares 
aut61ogas humanas cultivadas; y 

d) la recolecci6n de dichas celulas madre-progenitoras musculares 
autologas humanas purificadas; y, opcionalmente, 

e) la congelation de dichas c61ulas madre-progenitoras musculares 
aut61ogas humanas purificadas hasta la preparaci6n de dicha 
composici6n farmaceutica. 

20. Procedimiento segun la reivindicaci6n 19, que comprende la administration 
local al paciente, en la zona de la biopsia, antes de realizarla, de una composici6n 
farmaceutica que comprende un agente farmacoldgico que estimula la proliferaci6n de 
las c61ulas madre-progenitoras musculares autologas humanas. 

21. Procedimiento segun la reivindicacion 19, en el que dicho agente 
farmacol6gico comprende un anestesico local, seleccionado entre lidocaina y 
bupivacaina. 

22. M6todo segun la reivindicaci6n 19, en el que la purificaci6n de las c61ulas 
madre-progenitoras musculares autologas humanas comprende someter al cultivo celular 
a un paso de pre-siembra para sedimentar la totalidad o parte de los fibroblastos 
presentes en dicho cultivo celular y, posteriormente, identificar y separar las c61ulas 
madre-progenitoras musculares autdlogas humanas mediante el empleo de anticuerpos 



X. 
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anti-CD56 humano, opcionalmente, unidos a microesferas magn6ticas, y la selecci6n de 
las celulas que manifiestan un fenotipo CD56+/CD45-. 

23. Composicion enriquecida en celulas madre-progenitoras musculares 
aut61ogas humanas que comprende, al menos, un 70% de dichas cSlulas madre- 
progenitoras musculares autdlogas humanas. 

24. Composicion farmaceutica que comprende, al menos, 20 millones de celulas, 
con una densidad celular de, al menos, 50 millones de c61ulas/ml y, al menos, 40% de 
cSlulas madre-progenitoras aut61ogas CD56+/CD45-, medio de cultivo autologo de 
c61ulas madre-progenitoras aut61ogas segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, y, 
al menos, un excipiente farmac6uticamente aceptable. 

25. Composici6n farmac6utica segun la reivindicacion 24, que comprende entre 
20 y 200 millones de c61ulas, con una densidad celular comprendida entre 50 y 70 
millones de celulas/ml y, al menos, 70% de celulas madre-progenitoras autologas 
CD56+/CD45-, medio de cultivo autologo de celulas madre-progenitoras aut61ogas 
segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, y, albumina humana en una cantidad 
comprendida entre 0,1% y 20% en peso respecto al total. 

26. Un procedimiento terap&itico de cardiomioplastia celular autologa para crear, 
regenerar y reparar tejido miocardico disfuncional mediante el implante de una 
composici6n farmac6utica que comprende c61ulas madre-progenitoras musculares 
aut61ogas humanas, regeneradoras de tejido cardiaco, expandidas y mantenidas ex vivo 
en un medio de cultivo aut61ogo; comprendiendo dicho procedimiento recoger una 
muestra de material procedente del cuerpo del paciente objeto del implante posterior que 
comprende celulas madre-progenitoras musculares aut61ogas humanas, expandir dichas 
c61ulas mediante cultivo en un medio de cultivo autologo de c61ulas madre-progenitoras 
autologas segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, e implantar las celulas madre- 
progenitoras aut61ogas humanas recolectadas en el paciente al que previamente se le 
habia extraido dicho material conteniendo las c61ulas madre-progenitoras musculares 
aut61ogas. 
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27. Un procedimiento terap&itico de cardiomioplastia celular aut61oga para crear, 
regenerar y reparar tejido mioc£rdico disfiincional mediante el implante de una 
composici6n farmaceutica que comprende c61ulas madre-progenitoras musculares 
aut61ogas humanas, regeneradoras de tejido cardiaco, expandidas y mantenidas ex vivo 
5 en un medio de cultivo aut61ogo; y donde dicho procedimiento comprende los siguientes 
pasos: 

a) la toma al paciente de una biopsia de musculo esquel6tico tomada de 
un miisculo, preferentemente, preacondicionado mediante una 

10 inyeccion intramuscular de un anest6sico local; 

b) la preparacion de un medio de cultivo de las celulas madre- 
progenitoras autologas humanas, segiin cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 9, a partir de suero aut61ogo del paciente; 

15 

c) la preparaci6n de una composicidn enriquecida de c61ulas madre- 
progenitoras musculares aut61ogas humanas a partir de la biopsia de a) 
y del medio de cultivo de b); 

20 d) la preparacion de una composici6n farmaceutica a partir de la 

composici6n de c); y 

e) el implante de la composition farmaceutica de c61ulas madre- 

progenitoras autologas humanas de d) en lesiones mioc£rdicas. 



25 
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28. Procedimiento segiin la reivindicaci6n 27, en el que el implante de dicha 
composicidn de c61ulas madre-progenitoras aut61ogas humanas se realiza mediante 
inyeccion directa en la regi6n perifSrica a la cicatriz del infarto o por inyeccion en los 
espacios intercoronarios de ambos ventriculos. 

29. Procedimiento segiin la reivindicacion 27, en el que el implante de dicha 
composicidn de celulas madre-progenitoras aut61ogas humanas se realiza mediante 
administraci6n sist&nica o intracoronaria mediante acceso venoso percut6neo. 
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30. Procedimiento segtin la reivindicaci6n 27, en el que el implante de dicha 
composition de celulas madre-progenitoras autologas humanas se realiza mediante un 
sistema robotizado y computerizado. 
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